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1. RESUMEN

En 1732, en el continente europeo, se describe por primera vez una enfermedad que presentan
de forma natural los pequefios rumiantes (especie ovina y caprina), caracterizada por la
manifestacién de una serie de signos clinicos propios de una degeneracién a nivel de sistema
nervioso central. En la mayor parte de los casos se podia observar un temblor intenso, chasquido
de labios, alteraciones en la marcha, convulsiones y un prurito incontrolable que hacia a los
animales frotarse de manera compulsiva contra arboles o rocas y esto derivaba en una caida de

lana.

Asi naceria el Scrapie clasico ovino, tembladera o prurigo lumbar, convirtiéndose en la primera
encefalopatia espongiforme transmisible (EET) descrita hasta entonces, la cual pasaria a formar
parte de un conjunto de enfermedades neurodegenerativas progresivas y letales, causadas por

unos agentes proteicos que, mas tarde, serian conocidos como priones (Prusiner, 1982).

En 1998, en Noruega, mediante programas de vigilancia activa en ovejas muertas sin aparente
enfermedad, se llega al diagndstico de una variante del Scrapie, la Nor98, hasta ese momento
desconocida, cuyas caracteristicas clinicas, inmunoquimicas, patoldgicas y estructurales diferian
de la enfermedad clasica. Es entonces cuando se hace una diferenciacién entre dos cepas,

Scrapie clasico y Scrapie atipico (Benestad et al., 2003).

Los animales afectados con Scrapie atipico presentan fundamentalmente ataxia y, en ocasiones,
pérdida de condicion corporal, pero es comun que, a lo largo de la enfermedad, haya animales

gue no expresen sintomatologia clinica evidente y mueran de forma repentina.

Una de las caracteristicas mds importantes de esta cepa atipica es que estaria asociada a
animales genotipicamente resistentes al Scrapie cldsico y que, en la mayoria de los casos, se
sospecha de una aparicidn repentina en alguna oveja sana del rebafio, ya que no hay datos

concluyentes que indiquen cudl es la via de transmisidn de esta enfermedad.

A lo largo de este trabajo se profundizara en el estudio de la cepa Nor98, mediante una
recopilacién bibliografica y un estudio ante mortem y post mortem en ovejas inoculadas con la
cepa de Scrapie atipico, llevado a cabo por el Centro de Encefalopatias y Enfermedades
Transmisibles Emergentes de la Universidad de Zaragoza, que muestre la etiologia, inmunidad,
patogenia, cuadro clinico, diagndstico y plan preventivo conocido hasta ahora y aporte un poco

mas de claridad a la hora de diferenciar el conocido Scrapie clasico del Scrapie atipico.



ABSTRACT

In 1732, a disease naturally occurring in small ruminants (sheep and goats) was described for
the first time on the European continent. This disease was, characterised by the manifestation
of several clinical signs typical central nervous system degeneration. In most cases, intense
trembling, lip smacking, gait disturbances, convulsions and uncontrollable itching could be
observed, causing the animals to rub compulsively against trees or rocks, resulting in wool

shedding.

Classical ovine Scrapie was, therefore, born becoming the first described transmissible
spongiform encephalopathy (TSE). Eventually, Scrapie became part of a group of progressive
and lethal neurodegenerative diseases caused by protein agents that would later be known as

prions (Prusiner., 1982).

In 1998, in Norway, through active surveillance programs in dead sheep without apparent
disease, a previously unknown Scrapie variant was detected. This variant, Nor98, showed
clinical, immunochemical, pathological and structural characteristics different from those of the
previously known disease. A differentiation is then made between two strains, classical Scrapie

and atypical Scrapie (Benestad et al,. 2003).

Animals affected with atypical Scrapie show mainly ataxia and sometimes loss of body condition,
but it is common that during the disease some animals do not show obvious clinical symptoms

and die suddenly.

Among the most important characteristics of this atypical strain is that it is associated with
animals genetically resistant to classical Scrapie and that it is believed to appear spontaneously
in, healthy sheep from the Flock, since there is no conclusive data to indicate the transmission

route of this disease.

Throughout this work we will study the Nor98 strain by means of a bibliographic revision and
ante mortem and postmortem studies in sheep inoculated with the atypical Scrapie strain in the
Centre for Encephalopathies and Emerging Transmissible Diseases of the University of Zaragoza.
This study shows the aetiology, immunity, pathogenesis, clinical picture, diagnosis and
preventive plan known up to now and provides a little more clarity when differentiating the

known classical Scrapie from the atypical Scrapie.



2. INTRODUCCION

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET) estan formadas por un conjunto de
enfermedades neurodegenerativas, de caracter progresivo y letal, que afectan al sistema

nervioso central debido a la accién de un agente proteico conocido como prion (Prusiner, 1982).

Estas enfermedades afectan tanto a animales como a humanos y se caracterizan por una
afeccién de tipo espongiforme, con aparicién de vacuolas a nivel de pericarion neuronal,
provocada por la acumulacién de este agente anédmalo en el organismo, el cual no es otro que
una proteina conocida como proteina pridnica resistente (PrP%), cuya importancia reside en que
presenta una estructura quimica similar a la de una proteina propia del tejido nervioso, llamada
proteina pridnica celular (PrP¢) pero con la diferencia de que ambas presentan una configuracién

espacial distinta, lo cual hace que desencadene la enfermedad.

Entre las EET animales conocidas hasta el momento, ademads del scrapie, se encuentran la
encefalopatia espongiforme transmisible del visdn, encefalopatia espongiforme felina, la
encefalopatia caquetizante crénica de ciervos y alces o la encefalopatia espongiforme bovina
(EBB). Esta ultima es la mas conocida y la que mas transcendencia ha tenido, debido a la gran
alarma a nivel sanitario y social creada en los afios 80, debido a su transmisién a la especie

humana (Bruce et al., 1997).

Pero, si bien es cierto que la EEB es la enfermedad mas conocida de su grupo, la enfermedad
prototipo y la que dio comienzo a esta serie de EET no fue otra que el Scrapie (Encefalopatia
espongiforme ovina y caprina), también conocido como tembladera o prurigo lumbar, a través
de la cual se llegd a identificar una base genética que pudiera explicar el desarrollo y la

susceptibilidad de una EET.

Es a partir de los ultimos estudios realizados sobre el scrapie y su base genética cuando han
cobrado interés la llegada de nuevas teorias sobre el origen y transmisién de la enfermedad,
adquiriendo mayor importancia nuevas variantes de la cepa clasica, siendo éste el caso del
Scrapie atipico, cuyos estudios han demostrado ser un posible desencadenante de la EEB (Huor

et al., 2019).



2.1. Scrapie atipico

A principios de los afios 60 un estudio realizado por Pattison y Millson en 1961 (Pattison and
Millson, 1961), reveld que, en el aislamiento de scrapie en la especie caprina se identificaron
dos sindromes cinicos perfectamente diferenciados, los cuales se denominaron drowsy
(somnoliento) y scratching (rascado vigoroso). Es entonces cuando se introduce el concepto

cepa dentro de las encefalopatias espongiformes transmisibles.

Debido a la necesidad de comprender el comportamiento y la caracterizacion de estas cepas en
las EET, a principios de los afios 70 se llevaron a cabo estudios retrospectivos, en animales
inoculados experimentalmente, en los cuales se valoraban diferentes parametros entre los que
se encontraban, periodos de incubacidn, clinica, lesiones histopatoldgicas y localizaciones en las

gue se observaban los depdsitos de la proteina prion.

Estos estudios revelaron que, en funcion de la cepa causante de la enfermedad, se producian
cambios patoldgicos diferentes, pero no era la Unica causante de estos cambios ya que, la
especie y raza de los animales inoculados, jugaban un papel principal a la hora de manifestar

una determinada clinica.

A partir de entonces, el concepto cepa adquirié una relevancia que ha ido incrementandose con
el paso del tiempo, tanto es asi que, actualmente, es una de las lineas principales de estudio en

este grupo de enfermedades.

En 1998, en Noruega se describié por primera vez un caso de Scrapie que diferia en cuanto a
caracteristicas cinicas, inmunoquimicas, estructurales y patolégicas con respecto a la
enfermedad cldsica descrita hasta el momento, el cual seria asignado a una cepa atipica de la
enfermedad cuyo lugar y afio de descubrimiento le dio nombre, la Nor98, la cual seria la
responsable de la aparicién de una nueva enfermedad dentro de la gran familia que componen

las EET, el Scrapie atipico (Benestad et al., 2003).

El Scrapie atipico es una de las muchas enfermedades incluida dentro del grupo de las EET que,
al igual que ocurre con el clasico, afecta a pequefios rumiantes, tanto especie ovina como
caprina. Se trata de una enfermedad neurodegenerativa progresiva y letal cuya causa no es otra
de la acumulacién de proteina pridnica en el sistema nervioso central, debido a la conversion de
la proteina del prion fisiolégica (PrP®) en la isoforma patdgena y mal plegada (PrP*), lo cual va
haciendo que la enfermedad progrese a medida que esa proteina se va depositando en el

individuo. Una de las caracteristicas mas notables de esta EET, a diferencia del resto, es que esta



considerada como una enfermedad no contagiosa, la cual se manifiesta mayoritariamente en
animales viejos, con una media de unos 6 ainos y que tiene un origen espordadico, apareciendo

en animales aislados en rebarios.

Desde el primer informe de Nor98 en 2003 el Scrapie atipico ha sido identificado en ovejas y
cabras de mas de 20 paises del mundo, entre ellos: Alemania, Bélgica, Dinamarca, Estonia,
Francia, Irlanda, Islandia, Italia, Lituania, Portugal, Paises Bajos, Reino Unido, Suecia, Suiza y

Estados Unidos (Loiacono et al., 2009).
2.2.1dentificacién del agente causal

El agente comun causante de todas las EET, la PrP> o prion fue descrito en 1982 por Prusiner,
aunque ya en 1967 un articulo publicado en la revista Nature, escrito por Griffith, ya lanzaria la
primera hipdtesis de que el agente causal era “solo una proteina” (Griffith, 1967). El estudio de
Prusiner enunciaba que, estas enfermedades transmisibles, se producian por la acumulacién de
unas proteinas celulares que, postraduccionalmente, se verian modificadas. Esta modificacién
implicaba en la proteina pridnica celular normal (PrP€), con una estructura rica en hélice alfa, un
cambio de conformacién, haciendo que el contenido cambiase a una estructura rica en hoja
plegada beta y por tanto se convirtiese en la isoforma anormal (PrP*¢), aunque ambas proteinas

presentaran la misma secuencia de aminodcidos.

Posteriormente, numerosos estudios parecen haber demostrado que, en esta proteina, la
estructura primaria puede adoptar dos conformaciones diferentes, asi como que este cambio
serfa postraduccional, es decir, este hecho ocurriria después de que la PrP¢ haya alcanzado su
posicién normal en el dominio extracelular de las membranas neuronales o, incluso, durante el
transporte vesicular de la proteina al interior de la neurona, lo que llevaria a las diferencias tan

notables en cuanto a su estructura, propiedades y funciones.

Algunas de las diferencias que identifican a esta isoforma andmala serian: resistencia a la
radiacidn ultravioleta e ionizante, resistencia a altas temperaturas y resistencia a tratamientos
con formaldehido y que solo es parcialmente digerida por proteasas. Todas estas propiedades
son una muestra mas de que estos agentes son incompatibles con la presencia de acidos

nucleicos en su estructura y, por lo tanto, carentes de material genético.

En cuanto a su propagacion en el organismo afectado, actualmente se sabe que PrP*¢ actua
modificando la conformacién entre las moléculas de PrP¢, mediante una reacciéon autocatalitica,

haciendo que todas las proteinas quedan con la misma conformacién que PrP*c.



2.3.Genotipo

Durante los anos 50, Gordon et al realizaron uno de los primeros estudios destinados a conocer
la relacién que existia entre la infeccidn con Scrapie y la base genética del hospedador en el cual,
a través de la inoculacidn del mismo agente a 24 razas diferentes, se llegd a la conclusion de que
existia una variacién muy amplia en cuanto a la susceptibilidad en las distintas razas, asi como

en su periodo de incubacién (Gordon, 1966).

Otra revelacién que evidenciaria la existencia de factores genéticos en el hospedador que
determinarian la susceptibilidad a la enfermedad llegaria en 1961 de mano de la Unidad de
Neuropatologia de Edimburgo. El estudio llevado a cabo revelé que, a través de la inoculacién
por via subcutanea del agente tanto en la raza Cheviot como en la Herdwick, dentro de una
misma raza existia una linea resistente, que no presentaba signos clinicos, y otra linea sensible

(Kimberlin, 1978).

Posteriormente en 1979, Kimberlin realizé una revisién de los conocimientos que existian hasta
el momento de la enfermedad Scrapie ovino, en la cual se lanzaron dos conceptos
fundamentales: en primer lugar, expuso que, quizds, los animales que eran llamados
“resistentes” posiblemente lo eran a la enfermedad, pero no a la infeccién, es decir,
presentarian un periodo de incubacién mayor pero su capacidad infectiva estaba presente. Por
otro lado, y el mds importante hasta la fecha, fue que existia la posibilidad de que los animales
eran resistentes a la Unica cepa utilizada hasta el momento, pero que no lo fueran a otras cepas

de scrapie que no se conocian.

El descubrimiento del gen prnp, el cual es el encargado de codificar la proteina PrPS, fue esencial
ya que, desde ese momento, los estudios llevados a cabo se centraron en determinar si los
diferentes polimorfismos que presentaba este gen podian ser los responsables de la presencia
o ausencia de la enfermedad. Fue a partir de entonces cuando, tras numerosos estudios, se
comprobd la existencia de unos polimorfismos en los codones 136, 154 y 171, los cuales estdn

intimamente asociados a la susceptibilidad o resistencia de la enfermedad.

Estudios posteriores llevados a cabo en 1995 establecieron 5 variantes haplotipicas presentes
en el gen de la proteina prion ovina, que relacionan el nivel de susceptibilidad y la base genética

del hospedador:

- Haplotipo VRQ, asociado a una alta incidencia de Scrapie clasico

- Haplotipo ARR, asociado a una baja incidencia de Scrapie clasico



- Haplotipos AHQ, ARQ, ARH, en cuyo caso, la susceptibilidad a la enfermedad estaria mas

relacionado con la raza.

En el caso concreto del de Scrapie atipico se sabe que la enfermedad aparece en animales
genéticamente resistentes al Scrapie clasico, siendo el caso de los ARR homocigotos, que serian
los menos susceptibles a presentar enfermedad clasica. Ademas, algunos estudios han
demostrado que muy pocos animales que presentan el haplotipo VRQ, que seria el mas
susceptible en el caso de Scrapie clasico, finalmente contraen la cepa atipica. Sin embargo, hoy
en dia, poco se conoce con relacidn a los haplotipos mas resistentes de la forma atipica y las

posibles interacciones que se establecen con los de la forma clasica.
2.4.Patogenia y transmision

El origen de la propagacion de estas enfermedades, hasta el momento, se ha sugerido que seria
a través de la ingesta de alimentos contaminados con el agente causal, asi mismo, en el caso del
Scrapie, otra via de entrada del agente seria a través de la ingesta de la placenta contaminada o

mediante pequefias heridas que tenga el animal, aunque ésta ultima se encuentra en estudio.

La via de llegada al SNC de los priones, que penetran al organismo por via oral, se produce
mediante la entrada del prion a través del tejido linfoide asociado al intestino, mas
concretamente a la altura del ileon, donde encontramos las placas de Peyer, formadas por este
tipo de tejido. Desde esta posicion el agente pasa a las células M, que son enterocitos
modificados, las cuales tienen la funcidon de captar a proteinas sin degradarlas y presentarlas
como antigenos al sistema reticular. De esta manera la PrP> pasa al sistema linforreticular donde

se acumula y posteriormente se replica (Mabbott and Bruce, 2001).

Tras permanecer en este lugar durante un tiempo, el agente se dirigiria al sistema nervioso
central, bien por el sistema nervioso periférico, desde donde el agente puede diseminarse a
diferentes drganos tales como glandulas adrenales, corazén, glandula mamaria, glandulas
salivares, rifones, pulmdén, higado o pdancreas, o bien mediante el sistema nervioso
linforreticular (éste ultimo seria el mas importante en el caso del Scrapie), siendo el bazo el
organo mds importante durante este proceso (Van Keulen et al., 2002). En el caso del Scrapie
atipico es sabido que el sistema linforreticular no tiene un papel principal en la diseminacion del
agente por el sistema nervioso, por lo que algunos estudios exponen que una teoria seria una
diseminacién realizada solo por transporte axonal (Benestad et al., 2008; Monleén et al., 2011;

Tranulis et al., 2011).



Asi pues, los depdsitos iniciales de PrP>, en el Scrapie clasico, se observan en los linfonodos
asociados al ileon, desde donde se distribuye a lo largo de todo es sistema nervioso entérico.
Desde aqui, a través del sistema parasimpatico, la PrP* llega hasta el SNC, bien mediante la
médula espinal, mediante el nervio esplacnico y los linfonodos mesentéricos craneal y celiaco.
Desde aqui, los priones llegan a la médula oblongada, lugar donde podemos encontrar mayor
depdsito del agente en fases iniciales de la enfermedad a diferencia del caso de la forma atipica
de Scrapie, donde la distribucion del prion no se localiza en la médula oblongada, sino que el

depdsito mayoritario lo podemos encontrar a nivel del cerebelo (Benestad et al., 2003).

En referencia a las diferencias encontradas en el caso de la cepa Nor98, una de las teorias que
cobran fuerza en relacién a la neuroinvasion, y que no puede ser descartada, es que el agente
llegue a través de la sangre hasta el encéfalo. Unos estudios publicados en 2002 describieron la
transmision del scrapie mediante transfusiones sanguineas (Hunter et al., 2002), lo cual indica
qgue la via hematdgena seria otra via por la cual se disemina esta proteina, siendo una ruta
alternativa de llegada al organismo. Asimismo, la via linfatica también ha sido descrita como
ruta de diseminacidn ya que se han observado depdsitos de PrP> en linfonodos (Andreoletti et

al., 2011).

En la actualidad aun se desconocen cuales son las rutas de transmisidn de las EET y son varias
las teorias que podrian explicar diferentes vias de transmision de la enfermedad. En cuanto a la
transmisidn horizontal parece estar relacionada a la ingesta de alimentos contaminados o
mediante el contacto directo, aunque en el caso del Scrapie atipico este hecho no estd probado.
Por otro lado, cuando se habla de transmision vertical, en la enfermedad clasica, los altos niveles
de PrP* en la placenta sugieren que el feto puede infectarse a través de su madre, aunque esto,
segun estudios recientes, no ocurriria en todos los casos ya que, en fetos que presentan un
genotipo resistente al Scrapie clasico, no se observan depdsitos del agente en sus placentas, por
lo que no se presentarian la enfermedad (Andreoletti et al., 2002; Tuo et al., 2002; Alverson et
al., 2006). Por otro lado, ovejas que presentan el genotipo ARR/VRQ tampoco presentan
depdsitos del agente en la placenta, aun presentando sus fetos alelos susceptibles, lo cual podria
asociarse a la poca existencia de PrP* en el tejido linfoide de estos animales y, en consecuencia,

a una ineficaz diseminacién de PrP* en la placenta (Lacroux et al., 2007).

En cuanto a la transmisidn materna o paterna, se ha observado que la transmisién materna es
mucho mas importante que la paterna. En este punto también es muy importante destacar los

tiempos de permanencia de los progenitores, reduciéndose el nimero de animales que



presentan la enfermedad a medida que se reduce el tiempo de exposicién con la madre

infectada.
2.5.Signos clinicos del scrapie atipico

El Scrapie, tembladera o prurigo lumbar son términos cominmente conocidos que describen los
signos clinicos de esta EET, pero, a diferencia de lo que podemos ver en la enfermedad clasica,
el diagndstico del Scrapie atipico se ha dado de forma activa en animales que en apariencia
estaban sanos y no solo en animales clinicamente sospechosos. Esto es asi porque la clinica en
estos animales es mucho menos evidente y, normalmente se da en animales viejos, por lo que

muchas de las alteraciones pasan desapercibidas por los ganaderos.

Dentro de los estudios llevados a cabo para determinar los signos clinicos propios de esta
enfermedad se ha determinado que la patologia mas destacaday generalizada en estos animales
es la presencia de ataxia, la cual estaria presente en el 100% de los animales que presentan
clinica, sin aparicion de prurito o alteraciones en la lana (Konold et al., 2007). Otros signos que
se pueden observar son cambios a nivel de comportamiento tales como nerviosismo o ansiedad,
asi como pérdida de la condicion corporal y ausencia del reflejo de amenaza (Benestad et al.,
2003; Konold et al., 2006; Onnasch et al., 2004; Vidal et al., 2007), aunque este dato se ha dado

en algln caso aislado.
2.6.Diagndstico

Los estudios realizados a lo largo de los ultimos afios han revelado que el Scrapie atipico afecta
principalmente a animales genéticamente resistente al Scrapie clasico (Saunders et al., 2006; De
Bosschere et al., 2007). La deteccién de estos animales se realiza mayoritariamente a través de
la vigilancia activa ya que, a diferencia de lo que ocurre en la enfermedad clasica, los signos
clinicos que presentan los animales afectados no evidencian, en la mayoria de los casos, la

enfermedad.

A nivel laboratorial, al igual que lo que ocurre en el diagndstico clinico, las caracteristicas
histolégicas varian notablemente con respecto a la enfermedad cldsica ya que, a diferencia de
las alteraciones que se pueden observar en los individuos afectados con esta enfermedad, como
lo son hipertrofia e hiperplasia de los astrocitos, perdida neuronal, formacién de vacuolas a nivel
de SNC y acumulacién de proteina pridnica (PrP%), en el Scrapie atipico apenas se evidencia
vacuolizacién en el 6bex o médula oblongada, asi como depdsitos de PrP* en esta zona, pero si

se puede ver esta vacuolizacién y depdsitos de agente pridnico en el cerebelo y cértex cerebral



(Greenlee & Greenlee, 2015).Por otro lado, en la mayoria de los casos, tampoco se han

encontrado acimulo de PrP* fuera del SNC (Andreoletti et al., 2011).

En los casos de Nor98, al igual que en el Scrapie clasico y en otras EET, la principal técnica de
diagndstico para ver los depdsitos de PrP* es la inmunohistoquimica (Figura 1). Con esta técnica,
lo que se pretende es la identificacion de los depdsitos granulares de la PrP* en regiones como
el nucleo espinal del cerebelo y el nervio trigémino mediante IHQ (Loiacono et al., 2009). Una
diferencia notable que se observa en el Scrapie atipico con relacién a la enfermedad clasica, es
que no hay referencias sobre una tincién intraneuronal. Por otro lado, otra observacion
importante es que, tampoco se encuentra afectado el nicleo motor dorsal del nervio vago,
siento esta patologia una estructura primaria afectada en el Scrapie cldsico. Por ultimo, a nivel
del cerebelo, se observa una intensidad de la inmunotincién de PrP* muy superior a lo
observado en la enfermedad clasica (Benestad et al., 2008).

Fig. 1: Técnica IHQ realizada a nivel de cerebelo ovino, dando como resultado un precipitado rojo,
correspondiente a una muestra positiva a depdsito de PrP5¢ (10x); a) Positivo a Scrapie atipico; b) Positivo a
Scrapie clasico.

Otro de los métodos diagndsticos que se utilizan para el diagndstico del Scrapie atipico es el
Western Blotting (Figura 2), En esta técnica, tras separar las proteinas mediante electroforesis y
transferirlas a una superficie de membrana, se exponen a unos anticuerpos especificos contra
la proteina de estudio, la cual es finalmente tefiida por un fluoréforo. La muestra final emite una
luz que se traduce en forma de bandas. Los resultados de estudios realizados a muestras de
animales con la cepa nor98, al igual que pasaba con la IHQ, muestran una diferencia significativa
con relacién a la enfermedad clasica. Mientras que en Scrapie clasico aparecen 3 bandas de
proteinas con un tamafo de 18 a 30 kD, en Scrapie atipico se pueden observar 3 bandas de

proteinas con una banda no glicosilada con un tamafio de, aproximadamente, 12 kD.
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Fig. 2: Imagen tomada de: OIE. 2018. TeSeE™ Western Blot. Folleto. Francia.

En la imagen se puede observar los patrones de bandas esperados para una muestra positiva a Scrapie
clasico (posicion 6) y una muestra positiva a Scrapie atipico (posicidn 8).

Con respecto al resto de métodos de diagndstico utilizados habitualmente en otras
enfermedades cabe mencionar que, en los dos tipos de scrapie, asi como en el resto de EET,
debido a la carencia de 4cidos nucleicos del agente causal, no es posible basar el diagndstico en
métodos como PCR. Por otro lado, pruebas como la serologia tampoco son aplicables ya que el
organismo infectado no reconoce a la PrP* como un agente extrafio, por lo tanto, no se produce

una respuesta inmune especifica.

Por ultimo, es importante destacar que en los métodos laboratoriales de diagndstico oficiales
de las EET son realizados postmortem en muestras de tejido del sistema nervioso central, segun
la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE, 2008), debido a la falta de una prueba fiable

gue se centre en la deteccidn de la proteina en puntos especificos en el animal vivo.
2.7.Epidemiologia

Los primeros datos epidemiolédgicos emitidos sobre el scrapie vinieron desde Reino Unido, desde
donde se informaba que se trataba de una enfermedad endémica en el pais y que, debido a la
gran poblacion existente de ganado ovino, la enfermedad experimentd una gran diseminacién.
A partir de aqui, a través del consumo de harina de carne y hueso de origen ovino, el agente
salté al ganado bovino, haciendo que la enfermedad finalmente se expandiera al resto de paises
debido al constante reciclado del agente pridnico. A partir de este momento el salto entre
especies favorecid la seleccion de distintas cepas, las cuales han ido adaptandose a su
hospedador. Sin embargo, hoy en dia, no es posible conocer la epidemiologia y patogénesis de
la enfermedad (Dawson et al, 1998) aunque numerosos autores exponen que la gran resistencia
que presenta el prion, tanto a la inactivacién como al medio ambiente constituyen uno de los

factores epidemiolégicos mas importantes.
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En Espaiia los primeros casos de scrapie clasico detectados no llegaron hasta 1984, los cuales
fueron reportados desde Aragon (Garcia de Jalon et al., 1987). Posteriormente llegaria la cepa
atipica, aunque son pocos los datos ofrecidos acerca de esta enfermedad. Recientemente,
gracias a la realizacién de test discriminatorios se estd empezando a llevar a cabo un plan de
vigilancia sobre el Scrapie atipico, aunque es imprescindible revisar los planes de genotipado ya

gue se sabe que es el factor principal a la hora de presentar la enfermedad.

La situacion epidemioldgica en Espafia muestra que en el ailo 2019 fueron detectados 21 focos
de scrapie de los cuales, 8 correspondian a la cepa Nor98. Con este dato, el nimero de focos

totales contabilizados en el periodo de 2000-19 alcanzan los 556.

FOCOS DE SCRAPIE. ANO 2019

o q ISLAS BALEARES

CASTILLA LA MANCHA
A
A

FOCOS SCRAPIE 2019

Tipo Especie afectada
SLAS CANARIAS & - ceuma # Scrapie Clésico A Ovino

O # Scrapie Atipico O Caprino
*MELLLA
eV @
&

21 focos muestreados en 2019
(@ )

Flg. 3: Distribucidn a nivel nacional de los focos, tanto de Scrapie cldsico como de atipico, predominantes en
cada comunidad (Ministerio de agricultura, pesca y alimentacién, 2019).

Desde la introduccidn de la vigilancia activa llevada a cabo desde 2002, los casos detectados han
ido incrementandose progresivamente. Su distribucidn, como se observa en la imagen obtenida
de MAPA (Ministerio de agricultura, pesca y alimentacién), se reparte por todo el pais, aunque
el mayor nimero de focos se encuentran en las comunidades donde el nimero de animales de
ganado ovino es mayor. Por otro lado, se observa un nimero al alza de casos detectados de

Scrapie atipico (Figura 3)

En cuanto a la situacién a nivel europeo, desde el afio 2002, han sido detectados unos 600 focos
de scrapie en ovino y unos 1000 focos en caprino, por lo que, a pesar de su deteccidén y el plan
de vigilancia y control que se da sobre la enfermedad, la tendencia de la presencia del scrapie
en el resto de los paises se mantiene constante, aunque hay algunas zonas, como lIslandia o

Noruega en los que la presencia de casos es casi testimonial. Lo que si que parece que es un
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hecho es que, la heterogeneidad de la implementacién de actividades de vigilancia y control que

existe entre paises, hacen que los datos observados sean muy variables.

2.8.Plan de vigilancia

La identificacion y la supresidn de los factores de riesgo asociados a la propagacion del scrapie
clasico, atipico y, en general, de todas las EET, es la base del programa de vigilancia y control de

estas enfermedades.

Estudios realizados hasta el momento no han evidenciado un riesgo real de que el scrapie
represente un riesgo para la salud humana, sin embargo, la deteccion de casos naturales de EEB
en pequefios rumiantes, mas concretamente en cabras (Eloit et al., 2005; Jeffrey et al., 2006)
demuestra que esta enfermedad puede aparecer y transmitirse al ser humano por lo que las
principales medidas adoptadas para el control y vigilancia de la EEB han sido extrapoladas para

ser aplicadas en scrapie y sus cepas.

Las medidas adoptadas se centran en 3 puntos:

- Prohibicién del uso de las Harinas de carne y hueso (HCH). El reciclaje del agente causal
en alimentacién animal fue uno de los principales medios de transmision y propagacion
de las EET, lo cual condujo a una prohibicidn que se inicid en Reino Unido y
posteriormente se extendid a la Unién Europea.

- Retirada de los MER de las canales de rumiantes. Se trata de la medida mas importante
en sanidad humana para evitar una posible transmision a través de la cadena
alimentaria.

- Implantaciéon de un programa de vigilancia. El objetivo de esta implantacion es la
deteccién de animales infectados y su posterior eliminacién. De igual modo, a través de
la vigilancia, se puede conocer la prevalencia de la enfermedad, asi como la efectividad
de las medidas tomadas para su control. Este programa consta, por un lado, de una
vigilancia pasiva, a través de la cual se declaran los casos clinicamente sospechosos vy,
por otro lado, de una vigilancia activa, que se basa en la realizacion de pruebas
laboratoriales de muestras de animales elegidos al azar en explotaciones ganaderas y

mataderos. Esta medida supone un avance en la deteccién de scrapie y sus variantes.
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Por otro lado, otra medida que se encuentra dentro del programa de erradicacién del Scrapie, y
cuya finalidad es la erradicacion de focos sensibles frente a la enfermedad es el genotipado.
Mediante esta medida, durante el 2019 se muestrearon 88.655 genotipos, representando un
mayor predominio los halotipos ARR y ARQ. En cuanto al genotipo mas frecuente en el caso de

animales en Programas de seleccion de resistencia frente a Scrapie es el ARR/ARR.

Animales positivos de foco (Scrapie cldsico)

Animales positivos de foco (Scrapie atipico)

ARQ/ARH  ARR/ARQ
ARM/ARH o
1 ARR/ARR

ARCYARC

= ARR/ARR

= ARR/AHQ

ARQ/AHQ

ARH/ARH

= ARQ/ARH ARQ/ARQ
ARQ/ARQ = ARR/ARQ
= ARQ/ARR
® ARQ/VRQ,

Gréficas obtenidas del Informe Epidemioldgico final sobre las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles en
Espafia a lo largo del afio 2019.

- Fig. 4: Genotipado animales positivos de foco (Scrapie cldsico). Afio 2019
- Fig. 5: Genotipado animales positivos de foco (Scrapie atipico). Afio 2019

2.9.Nuevos descubrimientos

Una de las peores crisis alimentarias conocidas hasta el momento corresponde a la cominmente
conocida como “el mal de las vacas locas” o Encefalopatia espongiforme bovina, la cual se
produjo a finales de los afios 90. Como consecuencia, mas de 200 personas contrajeron la
variante de la enfermedad de Creutzfeld-Jackob, una encefalopatia neurodegenerativa mortal.
El descubrimiento de esta nueva zoonosis supuso el sacrificio de millones de animales en todo

el mundo.

Hasta ahora la hipdtesis que se manejaba era que, debido al consumo de pienso elaborado con
harinas de carne y hueso de ovejas contaminadas con scrapie cldsico, el ganado bovino habia
adquirido la enfermedad pero, en 2019, un estudio llevado a cabo por investigadores, entre los
que se encuentran Rosa Bolea y Juan José Badiola del Centro de Encefalopatias y Enfermedades
Transmisibles Emergentes de la Universidad de Zaragoza ha revelado que el origen de la EEB
efectivamente se da en el scrapie, pero no por la cepa clasica como se creia hasta ahora sino por

la cepa Nor98, que da lugar al Scrapie atipico (Huor et al., 2019).

Esta nueva linea de investigacidn demuestra que la transmisidén entre especies puede hacer que

las propiedades patoldgicas y bioldgicas del agente cambien, haciendo que la proteina prion
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ovina, que en principio no es transmisible, al entrar en contacto con proteina prion bovina se
convierta en un agente zoonético, lo cual implica que la exposicién de ganado bovino a la cepa

atipica de scrapie puede producir la emergencia de nuevos casos de EEB.

Este descubrimiento es clave en los planes de vigilancia y control de las EET y mejorara la

evaluacion de riesgo de estas enfermedades tanto en sanidad animal como en salud publica.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El Scrapie clasico ha sido estudiada, a lo largo de la historia, por numerosos autores en las
diferentes especies animales, llegando a tener actualmente una amplia bibliografia que describe
detalladamente tanto los aspectos clinicos como histopatolégicos que presentan los animales
infectados con esta enfermedad. Sin embargo, en el caso del Scrapie atipico, es mucho menos
frecuente encontrar informacién variada y detallada acerca de las caracteristicas y diferencias

que describen a la cepa Nor98.

Tal y como se ha expuesto anteriormente, los estudios realizados acerca del Scrapie atipico han
puesto de manifiesto que, la aparicién de esta enfermedad, asi como su transmisién, estdn
relacionados con la diferencia genotipica que presentan, en este caso, las ovejas, y con su
resistencia a presentar el Scrapie clasico. Por otro lado, a nivel histopatoldgico también se
observan diferencias con respecto a la enfermedad clasica, principalmente en cuanto a la
distribucién de la PrP*, la cual se limita al SNC y se acumula principalmente en la zona del

cerebelo.

Asimismo, las diferencias presentes entre ambas enfermedades también son descritas a nivel
clinico, tanto asi que, en numerosas ocasiones, la evidencia de infeccién en una oveja con scrapie
atipico solo es descrita a nivel laboratorial, debido a la inapariencia clinica que manifiestan

muchos de los animales afectados.

Por esto los objetivos que se pretenden alcanzar en el presente trabajo de fin de grado son los

siguientes:

Llevar a cabo un estudio sobre la evolucién clinica que puede observarse en funcion de

su genotipo y como de determinante es éste en cuanto a la evolucién de la enfermedad.

- Establecer una comparativa entre el Scrapie clasico y el Scrapie atipico con el fin de
aportar informacién acerca de las posibles diferencias observables entre ambas
enfermedades tanto a nivel clinico como a nivel histopatoldgico.

- Aprender a medir las distintas alteraciones que se producen a nivel clinico a través de
pruebas de campo rudimentarias desde una presentacion temprana de la enfermedad.

- Adquirir conocimientos para poder diferenciar microscopicamente los distintos tipos de

depdsitos de PrP*¢ asi como observar la distribucién de esos depdsitos en los diferentes

cortes del SNCy la diferencia existente con el Scrapie cldsico.
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4. METODOLOGIA
4.1. Estudio bibliografico

Una parte fundamental para poder realizar un estudio experimental sobre el Scrapie atipico ha
sido la realizacién de una busqueda exhaustiva y especifica de material bibliografico con el fin
de exponer de manera técnica tanto las caracteristicas que presenta la enfermedad en la especie
ovina, asi como las diferencias observadas, ya sea a nivel clinico como a nivel histopatolégico,
con respecto al Scrapie cldsico. Para llevar a cabo esta revisidn bibliografica se han consultado
diferentes publicaciones especializadas entre las que se encuentran, por una parte, libros
especializados, tanto en Scrapie como en encefalopatias espongiformes transmisibles, asi como
publicaciones cientificas como pueden ser revistas, informes cientificos, tesis doctorales o
abstracs de congresos, obtenidos de bases cientificas como son PubMed o Science Direct. Se
han utilizado para la busqueda las siguientes palabras clave o combinacidn de palabras: Scrapie,
Atypical Scrapie, Nor98, EET, sheep, prion, prionopathy, epidemiologic Nor98, diagnostic Nor98,
Western Blotting (Scrapie/tembladera, scrapie atipico, Nor98, encefalopatias espongiformes
transmisibles, oveja, prion, enfermedad pridnica, epidemiologia Nor98, diagndstico Nor98,
técnica Western Blotting). También se han consultado paginas oficiales como son el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacién del gobierno de Espafia (MAPA) o la Organizacién Mundial
de la sanidad Animal (OIE). El modelo seguido para la indicacion de las referencias bibliograficas
ha sido el estilo Harvard, tal y como se establece en la guia para la realizacion del TFG (trabajo

fin de grado) de la Universidad de Zaragoza.

4.2.Estudio experimental

El presente trabajo de fin de grado se ha realizado a través de un anlisis retrospectivo de seis
ovejas de raza churra provenientes de Bescds de la Garcipollera (Huesca), las cuales fueron
inoculadas con scrapie atipico posteriormente. El estudio experimental realizado sobre la
inoculacion, seguimiento y necropsias realizadas a las ovejas infectadas con la cepa Nor98, fue
llevado a cabo por el grupo de investigacion del centro de Encefalopatias y Enfermedades
Transmisibles Emergentes de la Universidad de Zaragoza, en las instalaciones de nivel P3 de
bioseguridad de dicho centro. Este estudio tuvo una duracién de 6 afios, inicidndose la primera

inoculacion, en la especie ovina, via intracraneal en el ano 2013.

17



4.3.Eleccion de los animales

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron seis ovejas hembra de raza churra comprendidas
entre los 174 y 206 dias de edad (5-7 meses) las cuales fueron divididas en dos grupos segun su

genotipo:

- AHQ/AHQ, relacionado a una alta susceptibilidad a desarrollar Scrapie atipico.
- ARR/AHQ, que expresa uno de los alelos que proporciona resistencia a la enfermedad

clasica pero susceptible al Scrapie atipico.

Una vez llegadas al Centro de Encefalopatias y Enfermedades Transmisibles Emergentes, las

ovejas fueron desparasitadas, vacunadas frente a la enterotoxemia y valoradas clinicamente.

Por ultimo, se procedid a la inoculacion del agente de forma intracraneal (IC), para lo cual se

utilizé un homogeneizado preparado a partir de un encéfalo positivo a scrapie atipico.
4.4.Inoculacién

Para la realizacidn de la inoculacidn se realizé una pequefia perforacién a nivel del hueso craneal
mediante la utilizacién de un taladro especial, concretamente en el seno frontal, a un centimetro
y medio de la linea media. Una vez realizada la perforacion se procedid a depositar el inéculo
(0.5 mililitros a cada oveja) en la regidn frontal de la corteza cerebral con la ayuda de una aguja
hipodérmica de 25G de didmetro. Durante todo el proceso los animales estaban bajo un plano
anestésico profundo. Tras la realizacién de la intervencidén se les administré a las ovejas un

tratamiento antibidtico.

Todos los procedimientos llevados a cabo fueron aprobados por la Comisién Etica Asesora para
la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza con el codigo Pl 13/10. El manejo de
los animales se realizé de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccién Animal recogida en el
RD 53/2013, que cumple con la directiva de la Unidon Europea 2010/63/UE relativa a la

proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.
4.5.Evolucidn clinica

Desde el momento de la inoculacidon de las ovejas se llevaron a cabo diversas pruebas
diagndsticas que permitieron establecer el momento en el que se iniciaron los primeros signos
clinicos de la enfermedad. Entre las pruebas realizadas se encontraban: evaluacién de la
postura, presencia de posibles movimientos anormales, marcha y propiocepcion, estado

neuroldgico, presencia de lesiones en piel, condicién corporal y estado de la lana. Dado que los
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primeros signos clinicos que presentan las ovejas enfermas de scrapie atipico estan relacionados
con la coordinacién y la propiocepcién, una de las principales pruebas de eleccién fue la

privacién del sentido de la vista mediante el uso de un antifaz.

Para tener un registro a través del cual realizar un estudio sobre los signos clinicos que
presentaban las ovejas y las circunstancias en las que los presentaban se llevaron a cabo
filmaciones frecuentes de las ovejas inoculadas, en concreto de cinco de los animales ya que una
de las ovejas fallecid por causas ajenas a la enfermedad previamente a presentar clinica. Estas
filmaciones se tomaron en diferentes periodos de tiempo para establecer la evolucion clinica
que presentaba la enfermedad en ambos grupos de animales inoculados con la cepa Nor98 vy,
posteriormente, establecer una comparativa con la clinica presente en animales afectados con

la enfermedad clasica.
4.6.Necropsia de las ovejas

Una vez la enfermedad llegd a término se procedid al sacrificio de los animales mediante una
inyeccidn intravenosa de pentobarbital sddico (Dolethal®), tras lo cual se realizé una necropsia
completa de los cinco animales. Durante la realizacion de la misma, se llevé a cabo la toma de

las siguientes muestras:

- Tejido nervioso: Corteza cerebral frontal y occipital; hipocampo; ébex; puente; cerebelo;
médula espinal (ME); nervio trigémino, quiasma dptico, nervios braquial y cidtico.

- Tejido linforreticular: Tercer parpado; linfonodos submandibulares, retrofaringeos, pre-
escapulares, mediastinicos, mesentéricos, iliacos, mamarios y popliteos; placas de Peyer
de ileon y yeyuno; valvula ileocecal y bazo.

- Tejidos gastrointestinales: Lengua, eséfago, rumen, reticulo, omaso, abomaso,
duodeno, yeyuno, ileon, colon y recto.

- Otros tejidos: piel, pulmén, corazén, higado, rindn, glandula adrenal, utero, ovarios,

glandula mamaria y vejiga urinaria.

Para realizar la conservacion y posterior estudio se tomaron muestras por duplicado, una para

su fijacién en formol al 10% y la segunda para su congelacion a -802C.
4.7.Técnica laboratorial

El estudio microscépico fue realizado a partir de muestras previamente fijadas en formaldehido

al 10% durante 48 horas y posteriormente incluidas en bloques de parafina. Con un micrétomo
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se realizaron cortes de un grosor de alrededor de 4 micras de espesor y fueron montados en

portaobjetos de vidrio para ser tefiidos empleando diferentes técnicas.

En primer lugar, se llevd a cabo una tincidn con hematoxilina-eosina con el fin de realizar un

estudio de las lesiones histopatoldgicas presentes en las muestras.

Por otro lado, se empled la técnica de Inmunohistoquimica (IHQ) para detectar la PrP*, para lo
cual se utilizé el anticuerpo 8G8, formulado contra la proteina PrP recombinante humana, el
cual ha sido probado en numerosos estudios como uno de los que mejor reconocen la proteina
pridnica en scrapie atipico (Andreoletti et al., 2011). El método de realizacién de esta técnica

fue el descrito por Monledn et al. (2003).

Las muestras objeto de estudio de cada una de las ovejas fueron: médula espinal cervical, dbex,

cerebelo, puente del encéfalo, mesencéfalo, tdlamo y ganglios basales (Anexo 2).

Para finalizar, se tomaron once fotografias correspondientes a las diferentes areas del sistema
nervioso ya mencionadas, utilizando diferentes aumentos, en funcién de la zona de estudio.

Para ello se utilizd una cdmara AxioCam MRCS5 (Carl Zeiss Microimaging).
a) Técnica histoldgica

A través de esta técnica se valord subjetivamente la vacuolizacidon observada en los tejidos
mediante una observacién generalizada de las dreas, midiendo presencia de vacuolas en el
tejido. Simultaneamente, tras la obtencidn de los resultados, se llevd a cabo el estudio
histolégico de unas muestras tomadas de ovejas afectadas con Scrapie clasico con el fin de

observar las diferencias existentes entre ambos grupos.
b) Técnica inmunohistoquimica

Mediante la inmunohistoquimica, al igual que en la técnica histoldgica, a través de una
valoracion subjetiva, se estudié la presencia de PrP%, mediante una puntuacién del cero a tres
en las diferentes muestras objeto de estudio, donde cero muestra la inexistencia de proteina
pridnica en el tejido estudiado y tres la maxima exposicion de PrP* en la muestra.
Posteriormente se realizé una comparativa con muestras positivas a Scrapie cldsico, con el fin

de observar las diferencias presentes en ambos tipos de Scrapie.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estudio de la evolucion clinica

Tras la realizacién de diferentes pruebas de campo y el estudio de la diversidad de signos clinicos
qgue manifestaron las ovejas inoculadas con Scrapie atipico, se observé que, efectivamente, la
sintomatologia presente en los animales estaba relacionada con una incoordinacién motora y

alteraciéon comportamental propia de una afeccidn a nivel cerebelar.

Al tratarse de una enfermedad que afecta al sistema motor y propioceptivo, los primeros
sintomas que presentaron las ovejas fueron una pérdida de equilibrio y presencia de
movimientos tambaleantes en reposo, lo cual fue detectado a través de unas pruebas de campo
en las cuales, se privaba de la visién a las ovejas con una venda y observando su marcha y
comportamiento general, ya que es la Unica manera de recoger los primeros datos al tratarse

de una enfermedad que pasa desapercibida en la mayoria de los casos.

Los animales positivos a esta prueba se mostraban vacilantes a la hora de realizar una marcha
normal, tendian a desestabilizarse y/o caer al suelo y, ademas, en algunos animales, se podia

observar un apoyo en base amplia para ayudarse a mantener el equilibrio en reposo.

Con una clinica mas avanzada, ante esta misma situacion, los animales mostraban esta misma
sintomatologia, pero mas acentuada, siendo asi, la pérdida de equilibrio y balanceo mucho mas
evidente en reposo, la inestabilidad en la marcha era mayor y las caidas se producian con
facilidad haciendo que, una vez en el suelo, fuera muy dificil que el animal se pusiera de nuevo
en pie. Por el contrario, cuando las ovejas no eran privadas de su vision, incluso con la
enfermedad avanzada, mostraban un comportamiento y marcha normales, exceptuando una

pequefia ataxia en algin animal.

Como se puede observar en la tabla 1, en la cual se muestra la clinica manifestada en los
animales, se pudieron observar otros sintomas como son temblores, apatia o nerviosismo pero
que, a diferencia de lo que ocurre en Scrapie cldsico, la frecuencia de presentacién fue mucho
menor y no se dio en todas las ovejas. Por ultimo, un signo clinico muy evidente en scrapie
clasico y el cual no se vio en ninguno de los animales, fue el prurito y, como consecuencia, el

rascado y pérdida de lana en los animales.
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TABLA 1: SINTOMATOLOGIA EN OVEJAS INOCULADAS INTRACRANEALMENTE CON SCRAPIE
ATiPICO

FECHA DE INOCULACION: ABRIL 2013
OVEJAS E IDENTIFICACION 0-1487 0-1486 0-1482 0-1484 0-1485 0-1483
C-319 C-309 C-262 C-291 C-293 C-287
IC-1 1C-2 IC-3 IC-4 I1C-5 1C-6
GENOTIPO AHQ/AHQ | AHQ/AHQ | ARR/AHQ | ARR/AHQ | ARR/AHQ
Inestabilidad sin visibilidad 452 dpi 1073 dpi | 808 dpi 1073 dpi
689 dpi
Torneo sin visibilidad 452 dpi 919 dpi 1073 dpi
1073 dpi
Acunado y postura base amplia 689 dpi 808 dpi 1073 dpi | 919 dpi 1529 dpi
sin visibilidad
Intranquilidad, nerviosismo 689 dpi 808 dpi 1073 dpi
= Descoordinacion 689 dpi 919 dpi 1529 dpi | 1073 dpi 1948 dpi
©
Q | Déficit motor, ataxia 808 dpi 808 dpi 1529dpi | 919 dpi 1529 dpi
g Hipometria miembros 808 dpi 935 dpi 1529 dpi 1765 dpi 1948 dpi
S | posteriores y alteracion de la
g marcha
Z | Torneo 1073 dpi 1529 dpi | 1765dpi | 1962 dpi
Temblor 904 dpi 1948 dpi
Apatia 919 dpi 1948 dpi 1129 dpi
Adelgazamiento 808 dpi 919 dpi 1948 dpi 1948 dpi
Déficit propioceptivo 689 dpi 919 dpi 1192 dpi | 1073 dpi | 1529 dpi
Eutanasia 904 dpi | 904 dpi 1173 dpi 2114 dpi | 2130dpi | 2174 dpi

Nota: dpi = dias post inoculacion

En cuanto al tiempo de presentacién de los primeros signos clinicos se observaron periodos que
iban desde los 452 dias post infeccién (dpi), en el caso mas precoz hasta los 1073 dpi en los casos
mas tardios. En este punto es imprescindible hacer una diferenciacién de los animales ya que la

inoculacion se realizé en dos grupos de ovejas diferenciadas genotipicamente (Figura 6):

- Grupo 1. Compuesto por dos ovejas con genotipo AHQ/AHQ, (IC2 e IC3) inoculadas a los
seis meses de vida. Originalmente se inocularon tres ovejas, pero una de ellas fue
sacrificada por circunstancias ajenas al estudio.

- Grupo 2: compuesto por tres ovejas con genotipo ARR/AHQ (IC4, IC5 e IC6), inoculadas,

al igual que el grupo anterior, a los seis meses de vida.
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Una vez diferenciados estos grupos, si observamos la gréafica 1, podemos ver que las ovejas
pertenecientes al grupo 1 presentaron los primeros signos de la enfermedad a los 570 dpi £ 118
dpi. En este caso hablamos de la presencia de inestabilidad o torneo cuando los animales
estaban privados de vision. En el caso del segundo grupo, estos primeros sintomas se produjeron

a los 922 dpi + 150 dpi, habiendo una diferencia entre grupos de alrededor de 400 dias.

Fig.6: Promedio de los dias post-inoculacion (dpi) a los cuales comenzaron a presentarse los distintos
signos clinicos, observados a lo largo del estudio experimental, en los dos genotipos estudiados.
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Si observamos la progresidn del resto de la clinica, del mismo modo, hay una diferencia muy
notoria en el tiempo de aparicién del resto de signos clinicos entre ambos grupos, llegando
incluso a observarse en aquellos signos que no son comunes a todos los animales, como pueden
ser los temblores o apatia, habiendo una diferencia de 940 dpi en la aparicién de estos signos

entre los dos genotipos.

Esta diferencia también esta presente en la fecha de eutanasia de los animales, la cual se produjo
en el estadio terminal de la enfermedad. En este caso, el grupo de animales AHQ/AHQ, (grupo
uno) presentd un estadio final a los 1038 dpi + 134 dpi, mientras que en el grupo de animales

ARR/AHQ_ (grupo dos) se produjo a los 2139 + 25 dpi.

Estos resultados muestran que, efectivamente, aquellos animales con el genotipo AHQ/AHQ
parecen presentar una susceptibilidad mayor a presentar la enfermedad que los animales con

genotipo ARR/AHQ.
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5.2.Estudio histopatoldgico e inmunohistoquimico

El estudio inmunohistoquimico de las muestras procedentes del sistema nervioso central, de las
seis ovejas inoculadas, se centré en observar, a través del microscopio, las similitudes y
diferencias en cuanto a la propagacion y distribucidn de los depdsitos de PrP* mediante un

analisis subjetivo de los distintos cortes (Anexo 1).

Para la realizacion de este estudio, de cada oveja se recogieron un total de siete muestras
pertenecientes al SNC: medula espinal cervical, ébex, cerebelo, puente del encéfalo, tdlamo,
ganglios basales y corteza cerebral (Anexo 2), las cuales fueron divididas en diferentes campos
correspondientes a las estructuras mds importantes de cada seccion. En este caso, se evalug, de
forma subjetiva, del cero (ausencia de depdsito) a tres (gran presencia de depdsito) la
distribucion y cantidad de depdsito observado con el fin de establecer diferencias entre las
muestras de los distintos animales. Asimismo, en cada corte se especificé el tipo de depdsito
observado, diferenciando cuatro grupos observados: depdsitos puntiformes (en torno al
neuropilo), coalescentes, patrén lineal (depdsito asociados a axones neuronales formando
lineas mas o menos continuas) y depdsito en placa (placas amiloides de PrP%; Kretzschmar,

1993; Richardson et al., 1995). (Figura 7)

Fig. 7: Imagenes de distintas areas del SNC ovino, donde se pueden observar los distintos tipos de depdsito
que aparecen en el Scrapie atipico (40x IHQ); a) Depdsito en placa y puntiforme a nivel del tdlamo (nucleos
talamicos); b) Depdsito de tipo coalescente y punteado grueso a nivel de ganglios basales; c) Depdsito de tipo
puntiforme y lineal a nivel del cerebelo.

A nivel general, los depdsitos de PrP se observaron en todas las muestras recogidas,
independientemente del tiempo de exposicion de cada animal, pero, a pesar de que la
distribucidn de depdsitos se observé a lo largo de todo el SNC, la localizacién mas destacable fue
a nivel del cerebelo, tal y como se recogen en otros estudios realizados anteriormente como los
realizados por Benestad et al., 2003. En este caso, el corte en el cual se observaba un aumento
de depdsito puntiforme y lineal fue tanto a nivel de la corteza cerebelar como en las areas

correspondientes a las capas molecular y granular (Figura 8), lo cual seria una zona de depdsito
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esperada ya que el Scrapie atipico afecta principalmente al sistema motor y propioceptivo,

controlado a través del sistema cerebeloso.

Fig. 8: Corte histoldgico de cerebelo de oveja infectada con Scrapie atipico. IHQ; a) Imagen de corteza
cerebelar con gran depésito de PrP%¢, de tipo puntiforme (10x); b) Detalle de depdsito de tipo puntiforme y
lineal en cerebelo (40x).

En este punto cabe destacar que la oveja IC-1 (0-1487), la cual fue eutanasiada de forma precoz
debido a causas externas al estudio, y que no presentd ningun signo clinico, también presentaba
acumulacién de PrP% principalmente en el drea del cerebelo y del tdlamo (Tablas 3 y 6), por lo
gue es probable que la invasion de las dreas “diana” se produzca al inicio de la infeccidn

(Benestad et al., 2008, Monledn et al., 2011, Tranulis et al., 2011).

Otra de las areas en las que se observé una mayor inmunotincién y abundante depésito fue a
nivel del diencéfalo (Figura 8), del cual se estudiaron dos zonas fundamentales: nucleos
taldmicos e hipotaldmicos. El drea que presentaba un nivel mayor de depdsito era la
correspondiente a los nucleos taldmicos, mas concretamente a nivel del nucleo ventral del
tdlamo, en el cual, ademas de presentar el depdsito puntiforme habitual, mostraba depésito de
PrP%¢ en placa, lo que parece ser habitual en animales afectados con scrapie atipico (Wood y

Done, 1992; Wood et al., 1997; Jeffrey et al., 1998).

También se pudo observar que a nivel de los ganglios basales (Figura 9) la cantidad de depésito
de proteina prion era evidente, principalmente en el drea de la capsula interna (sustancia

blanca), entre la cual encontramos el nucleo caudado y lenticular, los cuales estan intimamente

relacionados con movimiento muscular voluntario.

Fig. 9: Muestras del SNC positivas a Scrapie
atipico. IHQ; a) Imagen a nivel de los nucleos
taldmicos (tdlamo). Depdsito de PrPsc
puntiforme y en placa (20x); b) Imagen
correspondiente a los ganglios basales
(capsula interna). Depdsito lineal, puntiforme
y coalescente (40x).
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Como ya se ha mencionado anteriormente, en el resto de cortes estudiados los resultados
obtenidos fueron positivos en mayor o menor medida y predominando de forma generalizada
un patréon de depdsito de tipo puntiforme, viéndose en algunas zonas agregados de tipo
coalescente o lineal pero sin haber una gran diferencia en las distintas muestras tomadas
exceptuando alguna zona que presentaba una tincion mas intensa, lo cual podria venir dado por

la realizacién de la inoculacidn, ya que esta técnica no es idéntica en todos los animales.

Por otro lado, a diferencia de lo ocurrido en el estudio clinico, no se observaron diferencias entre
grupos de animales en funcidn de su genotipo a nivel laboratorial, en este sentido todos los
animales mostraron un patrén similar y homogéneo tanto a nivel de depdsito como en la
presencia de distintos patrones de depdsito y, aunque se pueden observar algunas diferencias

entre muestras, no se pudo asociar ni a un genotipo especifico ni a la edad del animal.
5.3.Diferencias IHQ entre Scrapie clasico y Scrapie atipico

Para concluir el trabajo a nivel laboratorial se realizé un estudio comparativo entre Scrapie
clasico y Scrapie atipico con el fin de establecer las principales diferencias observables a nivel
inmunohistoquimico. Los resultados obtenidos, en el caso del Scrapie clasico, se detallan en la
tabla 9. En la enfermedad clasica, una de las lesiones principales observadas en las muestras
estudiadas fue la formacién de vacuolas y acumulacién de PrP* a nivel de médula espinal,
puente del encéfalo, mesencéfalo y talamo, a diferencia de lo observado en las muestras
correspondientes al Scrapie atipico, cuya vacuolizacion fue practicamente anecddtica (Figura 10)
y la mayor parte de depdsito observado fue a nivel cerebelar y taldmico, lo cual ya ha sido
descrito en diferentes estudios, los cuales hacen referencia a una mayor afeccion a nivel de la

corteza cerebral y cerebelosa (Benestad et al., 2008).

Fig. 10. Imagenes de dos cortes a nivel del mesencéfalo, positivos a Scrapie atipico y Scrapie clasico. HE; a)
Nivel de vacuolizacién presente en Scrapie atipico (20x); b) Nivel de vacuolizacién presente en Scrapie clasico
(40x).
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Por otro lado, otra de las diferencias observadas entre ambas enfermedades a partir las
muestras estudiadas a nivel del SNC, fue la disposicion del depdsito de PrP>. En el caso de la
enfermedad clasica, pudimos encontrar tipo de depdsito intraneuronal, intraglial, estrellado,
subpial, perivascular, subependimal, lineal, puntiforme, coalescente, perineuronal y en placa
(Figura 11) distribuido en las zonas del SNC mencionadas anteriormente, a diferencia de lo
observado en las muestras correspondientes a los animales afectados por scrapie atipico, en las
cuales no se observd, en ninguno de los casos, ningln depdsito de tipo intraneuronal o intraglial
(Figura 12), lo cual estaria en linea con diferentes investigaciones que aseguran que estos
hallazgos serian de gran ayuda a la hora de diferenciar la enfermedad cldsica de la atipica

(Benestad et al, 2003; Buschmann et al., 2004; Moore et al., 2008).

Fig. 11. Areas del SNC (ovino) positivas a Scrapie clasico. IHQ; a) Imagen de corte histolégico a nivel del dbex, en
la que se puede observar depdsito de tipo estrellado (centro de la imagen), asi como depdsito de tipo
perineuronal (derecha de la imagen)(40x); b) Imagen de corte histoldgico a nivel de dbex, en la que se puede
observar depdsito de tipo intraneuronal (20x); c) Imagen de corte histoldgico a nivel de médula, en la que se
puede observar depdsito de tipo perivascular (40x).

Fig. 12. Areas del SNC (ovino) positivas a Scrapie atipico y Scrapie clasico. IHQ; Imagenes de cortes histolégicos
a nivel de 6bex (nucleos del nervio trigémino) en la que podemos observar una de las principales diferencias que
presentan los animales infectados con diferentes tipos de scrapie; a) Detalle de la distribucién del prion alrededor
de las neuronas (nunca intraneuronal), caracteristica de la infeccién con Scrapie atipico (40x); b) Invasidn
intraneuronal propia de la infeccion con Scrapie clasico (20x).
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6. CONCLUSIONES

Una vez realizada una busqueda exhaustiva de material bibliografico y posterior estudio tanto a
nivel clinico como a nivel inmunohistoquimico de las seis ovejas inoculadas experimentalmente

podemos exponer las siguientes conclusiones:

- Las manifestaciones clinicas presentes en todas las ovejas estudiadas coinciden con una
afeccién a nivel cerebelar, lo cual se traduce en una alteracion a nivel motor y
propioceptivo que hace que los animales presenten unos movimientos atdxicos,
pendulantes, inestabilidad, caida con dificultad para recuperar la posicidn inicial y
pérdida propioceptiva. En ninguno de los casos se observaron sintomas como fiebre,
temblor, prurito o pérdida de la condicidén corporal evidente, a diferencia de lo que
ocurre en la enfermedad clasica.

- Las manifestaciones clinicas de estas ovejas coinciden con las alteraciones observadas a
nivel del SNC mediante técnicas inmunohistoquimicas, destacando una mayor afeccion
a nivel cerebelar y talamico.

- Las diferencias observadas entre los dos grupos de ovejas, tanto en el periodo de
incubacién como en el tiempo de desarrollo de signos clinicos, parecen indicar que los
animales con genotipo ARR/AHQ presentan una susceptibilidad menor a la presencia de
scrapie atipico respecto a los animales de genotipo AHQ/AHQ.

- Tanto a nivel clinico como a nivel laboratorial las diferencias presentes entre el scrapie
clasico y el atipico hace que estas enfermedades se cataloguen como enfermedades

distintas, a pesar de que ambas formen parte del grupo de las EET.
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CONCLUSIONS

After an exhaustive search of bibliographic material and subsequent clinical and
immunohistochemical studies of the six experimentally inoculated sheep, the following

conclusions can be drawn:

- The clinical manifestations present in all the sheep studied coincide with cerebellar
involvement, which results in motor and proprioceptive impairment, causing the
animals to show ataxic, pendulous movements, instability, falling with difficulty in
recovering the initial position and proprioceptive loss. Clinical signs such as fever,
tremor, pruritus or loss of body condition were not found in any case, unlike what occurs
in the classical disease.

- Thedifferences observed between the two groups of ewes in both the incubation period
and the time to develop clinical signs seem to indicate that animals of the ARR/AHQ
genotype are less susceptible to develop atypical scrapie than animals of the AHQ/AHQ
genotype.

- The clinical manifestations of these sheep coincide with the alterations observed at CNS
level by immunohistochemical techniques, highlighting a greater involvement at
cerebellar and thalamic level.

- Both at clinical and laboratory level, differences between classical and atypical scrapie
mean that these diseases are classified as distinct diseases, despite the fact that both

are TSEs.
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7. VALORACION PERSONAL

La realizaciéon de este Trabajo de Fin de Grado me ha dado la oportunidad de conocer un tema,
el cual es menos conocido pero con una gran repercusion a nivel cientifico, sobre todo, gracias
a los ultimos descubrimientos que se estdn realizando y que, sin duda, tendran una gran
importancia en el futuro a la hora de conocer el funcionamiento de las EET y avanzar en el
estudio de un posible tratamiento de una de las enfermedades mas importantes del ultimo siglo,

la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB).

Por otro lado, gracias al reto que ha supuesto trabajar sobre un tema del cual no hay demasiada
informacidn, he aprendido a mejorar mis capacidades de busqueda de material bibliografico,
tanto documentacién fisica como diferentes bases de datos cientificas, asi como me ha ayudado
a adquirir mas habilidad a la hora de seleccionar y gestionar la informacion obtenida, lo cual

considero esencial en el ejercicio de la profesion veterinaria.

También, gracias a este trabajo, he podido ampliar mis conocimientos tanto en anatomia como
en la histologia de las diferentes areas del sistema nervioso central y me ha dado la oportunidad
de conocer como se comporta esta enfermedad desde el inicio de la infeccién, tanto a nivel

clinico como a nivel laboratorial, lo cual ha sido muy enriquecedor, personal y profesionalmente.

Por ultimo y lo mas importante, quisiera agradecer a mis directoras, Belén Marin y Alicia Otero
por darme la gran oportunidad de poder realizar este trabajo con ellas y, especialmente, por
todo el esfuerzo, dedicacidn y paciencia que han tenido a lo largo de estos meses, para poder
orientarme a la hora de realizar este trabajo. Gracias, porque por el tiempo que he podido pasar
con ellas, he podido conocer que, no solo son unas grandes profesionales, sino que son mejores

personas.

Y, no quisiera finalizar sin antes, agradecer a todas aquellas grandisimas personas que han
estado apoydandome cada dia, en especial a mi madre. Sin ellas no habria sido posible llegar

hasta aqui.
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9. ANEXOS

INMUNOHISTOQUIMICA EN MUESTRAS OVEJAS CON SCRAPIE ATIPICO

TABLA 2. RESULTADOS IHQ MEDULA ESPINAL CERVICAL

MEDULA ESPINAL CERVICAL | ASTAS DORSALY VENTRAL SUSTANCIA BLANCA
Tipo de depésito y localizacion G. | Tipo de depésito y localizacion G. |
Oveja 1482 Punteado fino con predominio en asta dorsal 2.5 Alternancia de depésito globular y fino 1
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 1
Oveja 1484 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 1
Oveja 1485 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 1
Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 1 Muestra positiva con punteado fino 0.5
Oveja 1487 Distribucion homogénea de tipo puntiforme fino 1 Minima exposicidn (punteado fino) 0-0.5
Nota: G.I: Grado de Inmunotincién
TABLA 3. RESULTADOS IHQ OBEX
OBEX SUSTANCIA GRIS SUSTANCIA BLANCA
Tipo de depésito y localizacion G.| | Tipo de depésito y localizacién G.1
Oveja 1482 Punteado fino con aumento a nivel del nicleo motor dorsal del nervio vago | 2 Depédsito de tipo globular y punteado fino con distribucion homogénea 1
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1
Oveja 1484 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1
Oveja 1485 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 0.5 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1
Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 0.5
Oveja 1487 Punteado fino con ligero aumento a nivel del tracto solitario 1 Minima exposicion (punteado fino) 0-0.5
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TABLA 4: RESULTADOS IHQ CEREBELO

CEREBELO SUSTANCIA BLANCA CAPA EXTERNA-MOLECULAR CAPA GRANULAR
Tipo de depésito y localizacion G. | Tipo de depésito y localizacion G. | Tipo de depdsito y localizacién G. 1
Oveja 1482 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2.5 Elevada exposicidn de tipo lineal y punteado fino 3 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2.5
fino fino
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2.5 Elevada exposicién de tipo lineal y punteado fino | 3 Depdsito de tipo globular distribuido | 1.5
fino y globular (capa molecular) uniformemente
Oveja 1484 Elevada exposicién de tipo punteado fino 3 Elevada exposicion de tipo punteado fino y | 3 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2-2.5
globular (capa externa) fino y globular
Oveja 1485 Elevada exposicidn de tipo punteado fino 2.5 Distribucion homogénea de tipo punteado fino | 3 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5
(capa externa) fino
Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2 Elevada exposicion de tipo punteado fino (capa | 2.5-3 Elevada exposicion de tipo punteado finoy | 3
fino externa) globular
Oveja 1487 Minima exposicion (punteado fino) 0.5 Distribucion homogénea de tipo punteado fino | 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2-2.5
(capa molecular) fino y formacion coalescente
TABLA 5. RESULTADOS IHQ PUENTE DEL ENCEFALO
PUENTE DEL | SUSTANCIA GRIS SUSTANCIA BLANCA
ENCEFALO
Tipo de depdsito y localizacion G. | Tipo de depésito y localizacion G. |
Oveja 1482 Distribucion homogénea de tipo punteado fino (Nucleos | 2 Elevada exposicidn de tipo puntiforme a nivel de formacién reticular y en | 2.5-3
vestibulares) deep cerebelar
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5-2 Distribucion punteado fino en formacion reticular y deep cerebelar 2
Oveja 1484 Distribucion homogénea de tipo punteado fino (Nucleos | 1 Elevada exposicidn de tipo puntiforme a nivel de formacién reticular y en | 2.5
vestibulares) deep cerebelar
Oveja 1485 Distribucion homogénea de tipo punteado fino (Nucleos | 1 Distribucion homogénea de tipo punteado fino ligeramente a nivel de la | 1.5
vestibulares) formacion reticular y en deep cerebelar
Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo punteado fino (Nucleos | 1 Distribucion homogénea de tipo punteado fino ligeramente a nivel de la | 1.5-2
vestibulares) formacion reticular y en deep cerebelar
Oveja 1487 Minima exposicidn (punteado fino) 0-0.5 Minima exposicidn (punteado fino) 0-0.5
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TABLA 6. RESULTADOS IHQ MESENCEFALO

MESENCEFALO | SUSTANCIA GRIS Y SUSTANCIA BLANCA
Tipo de depésito y localizacion G. |
Oveja 1482 No se puede valorar la muestra -
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo puntiforme (nucleo geniculado, nucleo rojo y oculomotor (cercano al epéndimo)) 1-1.5
Oveja 1484 Distribucion homogénea de tipo puntiforme llegando a coalescente en sustancia blanca. Patrdn lineal en crus cerebri 1.5-2.5
Oveja 1485 Minima exposicion (punteado fino) 0-0.5
Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo puntiforme a nivel del foliculo superior y crus cerebri. Minima exposicion en el resto 0.5-2
Oveja 1487 Distribucion homogénea de tipo puntiforme a nivel de crus cerebri. Minima exposicién en el resto 0.5-1.5
TABLA 7. RESULTADOS IHQ TALAMO

TALAMO NUCLEOS TALAMICOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS

Tipo de depésito y localizacion G. 1 Tipo de depésito y localizacion G. |
Oveja 1482 Elevada exposicidn de tipo puntiforme y confluyente 2.5-3 Distribucion homogénea de tipo puntiforme 1
Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo puntiforme y en placa 2 No hay informacion de este corte -
Oveja 1484 Elevada exposicidn de tipo puntiforme y confluyente (ntcleo ventral | 3 Minima exposicion (punteado fino) 0.5

del tdlamo)
Oveja 1485 Distribucion homogénea de tipo puntiforme y en placa 1.5 Minima exposicion (punteado fino) 0.5
Oveja 1486 Elevada exposicidn de tipo punteado fino y en placa 2.5-3 Distribucion homogénea de tipo puntiforme vy | 1.5

confluyente

Oveja 1487 Distribucion homogénea de tipo puntiforme 2 Minima exposicion (punteado fino) 0.5
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TABLA 8. RESULTADOS IHQ GANGLIOS BASALES

GANGLIOS NUCLEOS BASALES SUSTANCIA GRIS CORTEZA CEREBRAL SUSTANCIA BLANCA CORTEZA CEREBRAL

BASALES
Tipo de depdsito y localizacion G.1| Tipo de depdsito y localizacion G. | Tipo de depdsito y localizacion G. 1

Oveja 1482 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1-2 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2
fino (nucleo lenticular y cdpsula interna) fino y globular

Oveja 1483 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2.5 Minima exposicidn (punteado fino) 0.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5
fino y globular (nucleo septal y capsula fino y globular
interna)

Oveja 1484 Elevada exposicion de tipo punteado finoy | 0.5-3 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5
coalescente (capsula interna y nucleo fino
caudado), positivo en el resto

Oveja 1485 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5-2 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5
fino y globular (ndcleo septal y cdpsula fino
interna)

Oveja 1486 Distribucion homogénea de tipo punteado | 2 Distribucidn homogénea de tipo punteado fino 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5-2
fino (cdpsula interna y ndcleo caudado) fino y globular

Oveja 1487 Minima exposicion (punteado fino) 0.5-1 Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5 Distribucion homogénea de tipo punteado | 1.5

fino
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TABLA 9. HISTOQUIMICA EN MUESTRA DE OVEJA CON SCRAPIE CLASICO

MEDULA ESPINAL

Tipo de depdsito y localizacion G. I
Astas dorsal y ventral | Distribucién homogénea de tipo punteado fino 3
Sustancia blanca Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1.5
OBEX
Tipo de depdsito y localizacion G. |
Muestra general Distribucion homogénea de tipo granular y coalescente (perineuronal e | 1-2.5
intraneuronal) tanto a nivel del nicleo dorsal motor del nervio vago como a
nivel del nervio cuneiforme y trigémino. Disminucién a nivel del nervio
hipogloso y nucleo de la oliva, observdndose depdsito de tipo lineal y
puntiforme (perivacuolar)
MESENCEFALO
Tipo de depdsito y localizacion G. I
Coliculo superior Depédsitos en forma estrellada y perivascular. Marcado el depdsito | 2
perineuronal
Sustancia blanca Depdsito de tipo estrellado e intraneuronal abundante 2.5
PUENTE DEL ENCEFALO
Tipo de depésito y localizacion G. 1
Sustancia blanca Distribucion homogénea de tipo granular, coalescente (perineuronal e | 2.5-3
intraneuronal) y lineal
Nucleo vestibular Depdsito de tipo estrellado e intraneuronal muy abundante 2.5-3
Deep cerebelar Distribucion de tipo lineal y de tipo puntiforme (perivacuolar, perineuronalese | 1.5
intraneuronales)
CEREBELO
Tipo de depésito y localizacion G. |
Sustancia gris Depdsitos de tipo estrellado y subpial (bajo piamadre). Distribucion homogénea
de tipo punteado fino
Sustancia blanca Distribucion homogénea de tipo punteado fino 1
GANGLIOS BASALES
Tipo de depdsito y localizacion G. 1
Nucleos basales, | Acimulo de placas dispersas junto a depésito perineuronal 1.5
caudales y lenticulares
Capsula interna Baja exposicion con presencia de algin depdsito de tipo perivascular 0.5
TALAMO
Tipo de depésito y localizacion G. |
Ntcleos talamicos Distribucion homogénea de tipo granular y puntiforme
Nucleo ventral del | Distribucion homogénea de tipo puntiforme (perineuronal e intraneuronal). | 2
talamo Deposito de placa aislada
Hipotalamo Depdsito perineuronal y lineal. Algin depésito de tipo estrellado 2
CORTEZA FRONTAL
Tipo de depdsito y localizacion G. 1
Muestra general Depdsito de tipo subpiar (bajo piamadre) y de tipo puntiforme
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ANEXO 2. IMAGENES A NIVEL MICROSCOPICO DE LAS AREAS DEL SNC ESTUDIADAS

Imagen de Médula espinal cervical: 1. Asta Imagen de Obex: 4. Tracto espinal del nervio del
dorsal; 2. Asta ventral; 3. Sustancia blanca trigémino; 5. Tracto solitario; 6. Nucleo motor
dorsal del nervio vago

Imagen de Puente del encéfalo: 10. Nucleos
vestibulares (lateral, espinal y medial); 11. Deep
cerebelar (nucleos cerebelares lateral, intermedio
y medial); 12. Formacidn reticular

Imagen de Cerebelo: 7. Capa molecular; 8. Capa
granular; 9. Sustancia blanca

Imagen de Mesencéfalo: 13. Nucleos geniculados, Imagen de Talamo: 17. Ndcleos taldmicos (paraventricular,
14. Ndcleo oculomotor, 15. Ndcleo rojo, 16. Crus paratenial, anterodorsal, anteroventral, anteromedial,
cerebri romboide, reticular); 18. Nucleos hipotalamicos
(periventricular, ventromedial, arcuate); 19: Nucleo ventral
del tdlamo
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Imagen de Mesencéfalo: 19. Nucleo septal; 20. Nucleo caudado, 21.
Cdpsula interna; 22. Nucleo lenticular; 23. Sustancia gris de la corteza

% . E 22"-4 cerebral; 25. Sustancia blanca de la corteza cerebral.
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